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VECTEURS ADENOVIRAUX DEFECTIFS ET UTILISATION EN THERAPIE GENIQUE 

La presente invention conceme de nouveaux vecteurs virau?c, leur preparation 
et leur utilisation en therapie genique. Elle conceme egalement les compositions 
pharmaceutiques contenant lesdits vecteurs viraux. Plus particulierement, la presente 
5 invention conceme des adenovirus recombinants comme vecteurs pour la therapie 
genique. 

La thdrapie genique consiste a corriger une deficience ou une anormalite 
(mutation, expression aberrante, etc) par introduction d'une information g^netique 
dans la cellule ou I'organe aflfecte. Cette information genetique peut etre introduite soit 

10 in vitro dans une cellule extraite de Torgane, la cellule modifiee 6tant alors r^introduite 
dans I'organisme, soit directement in vivo dans le tissu appropri^. Dans ce second cas, 
difierentes techniques existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection 
impliquant des complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et al., J.Virol. 1 
(1967) 891), d'ADN et de proteines nucleaires (Kaneda et al.. Science 243 (1989) 

15 375), d'ADN et de Kpides (Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), Temploi de 
liposomes (Fraley et al., J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus r&emment, 
I'emploi de virus comme vecteurs pour le transfert de gdnes est appam comme une 
alternative prometteuse a ces techniques physiques de transfection. A cet egard, 
difif^rents virus ont 6te testes pour leur capacity a infecter certaines populations 

20 cellulaires. En particulier, les r^trovims (RSV, HMS, MMS, etc), le vims HSV, les 
virus adeno-associes, et les adenovims. 

Parmi ces vims, les adenovirus pr^sentent certaines proprietes int^ressantes 
pour une utilisation en therapie genique. Notanmient, ils ont un spectre d'hote assez 
large, sont capables d'infecter des cellules quiescentes, ne s'integrent pas au genome de 
25 la cellule infectee, et n'ont pas ^te associes k ce jour a des pathologies importantes 
chez I'honmie. 

Les adenovirus sont des vims a ADN double brin lineaire d'une taille de 36 kb 
environ. Leur genome comprend notamment une s6quence inversee r^p^tee (ITR) k 
leur extr^mite, une sequence d'encapsidation, des genes precoces et des genes tardifs 
30 (Cf figure 1). Les principaux genes precoces sont les genes El (El a et Elb), E2, E3 et 
E4. Les principaux genes tardifs sont les genes LI i L5. 



Compte tenu des proprietes des adenovims mentionnees ci-dessus, ceux-ci 
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ont deja ete utilises pour le transfert de genes in vivo. A cet eflfet, diflferents vecteurs 
derives des adenovirus ont 6te prepares, incorporant dififerents genes (B-gal, OTC, a- 
1 AT, cytokines, etc). Dans chacune de ces constructions, Tadenovirus a ete modifie de 
maniere a le rendre incapable de replication dans la cellule infect^e. Ainsi, les 

5 constructions decrites dans Tart ant^eur sont des adenovirus deletes des regions El 
(El a et/ou Elb) et eventuellement E3 au niveau desquelles sont inserees les sequences 
d'ADN hetdrologue (Levrero ct a!.. Gene 101 (1991) 195; (Josh-Choudhury et al.. 
Gene 50 (1986) 161). Neanmoins, les vecteurs dtoits dans Tart anterieur presentent 
de nombreux inconv6nients qui limitent leur exploitation en th^rapie genique. En 

10 particulier, tous ces vecteurs comportent de nombreux genes viraux dont I'expression 
in vivo n'est pas souhaitable dans le cadre d*une therapie genique. De plus, ces vecteurs 
ne permettent pas Tincorporation de fragments d'ADN de tres grande taille, qui 
peuvent etre necessaires pour certaines applications. 

La presente invention permet de remedier a ces inconvenients. La presente 
15 invention decrit en eflfet des adenovirus recombinants pour la thdrapie genique, 
capables de transferer de maniere efiBcace de TADN (jusqu'a 30 kb) in vivo, d*exprimer 
a des niveaux elev6s et de maniere stable cet ADN in vivo, en limitant tout risque de 
production de proteines virales, de transmission du virus, de pathogenicite, etc. En 
particulier, il a ete trouv6 qu'il est possible de reduire considerablement la taille du 
20 genome de Tadenovirus, sans empecher la formation d*une particule virale encapsidee. 
Ced est surprenant dans la mesure oi^ il avait 6t6 observe dans le cas d'autres virus, 
par exemple des retrovims, que certaines s^uences distributes le long du genome 
etaient necessaires pour une encapsidation efficace des particules virales. De ce fait, la 
realisation de vecteurs possSdant dlmportantes deletions internes etait fortement 
25 limitee. La presente invention montre tgalement que la suppression de I'essentiel des 
gdnes viraux n'empeche pas non plus la formation d'une telle particule virale. De plus, 
les adenovirus recombinants ainsi obtenus conservent, en depit des modifications 
importantes de leur stmcture g^nomique, leiu^ proprittes avantageuses de fort 
pouvoir infectieux, de stability in vivo, etc. 

30 Les vecteurs de Tinvention sont particulierement avantageux puisqu'ils 

permettent Tincorporation de s6quences d'ADN desirees de tres grande taille. D est 
ainsi possible d'ins6rer im gSne d'une longueur suptrieure a 30 kb. Ceci est 
particulierement interessant pour certaines pathologies dont le traitement necessite la 
co-expression de plusieurs gdnes, ou Texpression de tres grands genes. Ainsi par 
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exemple, dans le cas de la dystrophic musculaire, U n'etait pas possible jusqu'a present 
de transferer I'ADNc correspondant au gene natif responsable de cette pathologie 
(gene de la dystrophine) en raison de sa grande taille (14 kb). 

Les vecteurs de I'invention sont 6galement trds avantageux puisqu'ils 
5 poss6dent tres peu de regions virales fonctionnelles et que, de ce fait, les risques 
inh6rents k I'utilisation de virus conune vecteurs en therapie genique tels que 
rimmunogenicit^, la pathogenicity, la transmission, la replication, la recombinaison. etc 
sont fortement reduits voire supprim^s. 

La pr6sente invention foumit ainsi des vecteurs viraux particulidrement 
10 adaptes au transfert et h I'expression in vivo de sequences d'ADN desir6es. 

Un premier objet de la presente invention conceme done un adenovirus 
recombinant d^fectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une s6quence permettant I'encapsidation, 
15 - une sequence d'ADN heterologue, 

et dans lequel : 

- le gSne El est non fonctionnel et 

- au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel, 

Au sens de la prdsente invention, le terme "adenovirus defectif ' designe un" 
20 adenovirus incapable de se repliquer de fa9on autonome dans la cellule dble. 
G6n6ralement, le genome des adenovirus ddfectifs selon la pr^ente invention est done 
d^pourvu au moins des sequences n6cessaires a la replication dudit virus dans la cdlule 
infectee. Ces re^ons peuvent etre soit 6Iimin6es (en tout ou en partie), soit rendues 
non-fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par la 
25 sequence d'ADN heterologue. 

Les sequences inversees repetees (ITR) constituent I'origine de replication des 
adenovirus. Elles sont localisees aux extreroites 3* et 5' du genome viral (Cf figure 1), 
d'oa eUes peuvent gtre isoiees aisement selon les techniques dassiques de biolo^e 
moieculaire connues de I'homme du metier. La sequence nucieotidique des sequences 
30 ITR des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et Ad5) est decrite dans 
la litterature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl et CAV2). 
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Concemant Tadenovirus Ad5 par exemple, la sequence ITR gauche correspond a la 
region comprenant les nuclfetides 1 a 103 du genome. 

La sequence d'encapsidation (egalement designee sequence Psi) est n^essaire 
5 a Tencapsidation de TADN viral. Cette region doit done etre presente pour permettre la 
preparation d'adenovirus recombinants defectife selon Tinvention. La sequence 
d'encapsidation est localisee dans le genome des adenovirus, entre ITTR gauche (5*) et 
le gene El (Cf figure 1). EUe peut etre isolte ou synthetisee artificiellement par les 
techniques classiques de biologic moleculaire. La sequence nucleotidiques de la 
10 sequence d'encapsidation des adenovirus humains (en particulier des serotypes Ad2 et 
Ad5) est decrite dans la litt^rature, ainsi que des adenovirus canins (notamment CAVl 
et CAV2). Concemant Tadenovims Ad5 par exemple, la sequence d'encapsidation 
correspond a la region comprenant les nucleotides 194 a 358 du genome. 

H existe diflFerents serotypes d'adenovirus, dont la structure et les proprietes 
15 varient quelque peu. Neaiunoins, ces virus presentent une organisation genetique 
comparable, et les enseignements decrits dans la presente demande peuvent etre 
aisement reproduits par I'homme du metier pour tout type d'adenovirus. 

Les adenovirus de I'invention peuvent etre d'origine humaine, animale, ou 
mixte (humaine et animale). 
20 Concemant les adenovirus d'origine humaine, on prSfere utiliser ceux classes 

dans le groupe C. Plus prtferentiellement, parmi les differents serotypes d'adenovirus 
humain, on prefere utiliser dans le cadre de la pr&ente invention les adenovirus de 
type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

Comme indique plus haut, les adenovirus de I'invention peuvent egalement 
25 etre d'ori^ne animale, ou comporter des sequences issues d'adenovirus d'origine 
animale. La demanderesse a en effet montre que les adenovirus d'origine animale sont 
capables d'infecter avec une grande eflScadte les cellules humaines, et qu'ils sont 
incapables de se propager dans les cellules humaines dans lesquelles ils ont ete testes 
(Cf demande FR 93 05954). La demanderesse a egalement montre que les adenovirus 
30 d'origine animale ne sont nullement trans-compiementes par des adenovirus d'origine 
humaine, ce qui eiimine tout risque de recombinaison et de propagation in vivo, en 
presence d'un adenovirus humain, pouvant conduire a la formation d'une particule 
infectieuse. L*utilisation d'adenovirus ou de regions d'adenovirus d'origjne animale est 
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done particulierement avantageuse puisque les risques inherents a I'utilisation de virus 
comme vecteurs en therapie genique sont encore plus faibles. 

Les adenovirus d'origine animale utilisables dans le cadre de la presente 
invention peuvent etre d*origine canine, bovine, murine, (exemple : Mavl, Beard et al., 
5 Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou encore simienne (exemple : SAV). 
Plus particulierement, parmi les adenovirus aviaires, on peut citer les serotypes 1 i 10 
accessibles k I'ATCC, comme par exemple les souches Phelps (ATCC VR-432), 
Pontes (ATCC VR.280), P7-A (ATCC VR-827), IBH.2A (ATCC VR-828), J2-A 
(ATCC VR.829), TS-A (ATCC VR-SSO), K-11 (ATCC VR-921) ou encore les 

10 souches referencees ATCC VR-831 a 835. Parmi les adenovirus bovins, on peut 
utiliser les differents serotypes connus, et notamment ceux disponibles a TATCC (types 
1 a 8) sous les referencesATCC VR-313, 314, 639-642, 768 et 769, On peut 
egalement citer les adenovirus murins FL (ATCC VR-SSO) et E20308 (ATCC VR- 
528), I'adenovirus ovin type 5 (ATCC VR-1343), ou type 6 (ATCC VR.1340); 

15 Tadenovirus porcin 5359), ou les adenovirus simiens tels que notamment les 
adenovirus referencee a lATCC sous les numeros VR-591-594, 941-943, 195-203, 
etc. 

De preference, parmi les difiRSrents adenovirus d'origine animale, on utilise 
dans le cadre de I'invention des adenovirus ou des regions d*adenovims d'origine 
20 canine, et notanmient toutes les souches des adenovirus CAV2 [souche manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. Les adenovims canins ont fait Tobjet de, 
' nombreuses etudes structurales. Ainsi, des cartes de restriction completes des 
adenovirus CAVl et CAV2 ont ete decrites dans I'art anterieur (Spibey et al., J. Gen, 
Virol. 70 (1989) 165), et les genes Ela, E3 ainsi que les sequences IIR ont ete clones 
25 et sequences (voir notamment Spibey et al., Viras Res. 14 (1989) 241; Linne, Virus 
Res. 23 (1992) 119, WO 91/11525). 

Conmie indique ci-avant, les adenovims de la presente invention comportent 
une sequence d'ADN heterologue. La sequence d'ADN heterologue designe toute 
sequence d'ADN introduite dans le vims recombinant, dont le transfert et/ou 
30 Texpression dans la cellule cible est recherchee. 

En particulier, la sequence d'ADN heterologue peut comporter un ou 
plusieurs genes therapeutiques et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides 
antigeniques. 
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Les genes therapeutiques qui peuvent ainsi etre transferes sont tout gene dont 
la transcription et 6ventuellenient la traduction dans la cellule cible generent des 
produits ayant un effet therapeutique. 

n peut s'agir en particulier de genes codant pour des produits proteiques 
5 ayant un eflfet therapeutique. Le produit proteique ainsi code peut etre une proteine, 
un peptide, un acide amine, etc. Ce produit proteique peut etre homologue vis-a-vis de 
la cellule dble (c*est-i-dire un produit qui est normalement exprim6 dans la cellule 
cible lorsque celle-ci ne pr&ente aucune pathologie). Dans ce cas, Texpression d'une 
prot^ine permet par temple de pallier une expression insuffisante dans la cellule ou 
10 Texpression d*une prot6ine inactive ou faiblement active en raison d'une modification, 
ou encore de surexprimer ladite proteine. Le gene therapeutique peut aussi coder pour 
un mutant d'une proteine cellulaire, ayant une stabilite accrue, une activite modifiee, 
etc. Le produit proteique peut 6galement etre heterologue vis-a-vis de la cellule cible. 
Dans ce cas, une proteine exprimee peut par exemple completer ou apporter une 
15 activite deficiente dans la cellule lui permettant de lutter contre une pathologie. 

Parmi les produits therapeutiques au sens de la presente invention, on peut 
citer plus particulierement les enzymes, les derives sanguins, les hormones, les 
lymphokines : interleukines, interferons, TNF, etc (FR 9203120), les facteurs de 
croissance, les neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de synthese, les 
20 facteurs trophiques : BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NTS, NTS, etc; 
les apolipoprot6ines : ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc (FR 93 05125), la dystrophine ou 
une minidystrophine (FR 9111947), les genes suppresseurs de tumeurs : p53, Rb, 
Rapl A, DCC, k-rev, etc (FR 93 04745), les genes codant pour des facteurs impliques 
dans la coagulation : Facteurs Vn, Vm, DC, etc. 

25 Le gene therapeutique peut egalement etre im gene ou une sequence antisens, 

dont Texpression dans la cellule cible permet de controler Texpression de genes ou la 
transcription d'ARNm cellulaires. De telles sequences peuvent par exemple etre 
transcrites, dans la cellule cible, en AKN complementaires d'ARNm cellulaires et 
bloquer ainsi leur traduction en proteme, selon la technique decrite dans le brevet EP 

30 140 308. 

Comme indique plus haut, la sequence d'ADN hdterologue peut Egalement 
comporter un ou plusieurs genes codant pour un peptide antig6nique, capable de 
generer chez Thomme une reponse inununitaire, Dans ce mode particulier de mise en 
oeuvre, Tinvention permet done la realisation de vaccins permettant d'immuniser 
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rhomme, notamment centre des microorganismes ou des virus. II peut s'agir 
notamment de peptides antigeniques specifiques du virus d'epstein barr, du virus HIV, 
du virus de I'hepatite B (EP 185 573), du virus de la pseudo-rage, ou encore 
specifiques de tumeurs (EP 259 212). 

5 Generaiement, la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des 

sequences permettant Texpression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le 
peptide antigenique dans la cellule infectee. II peut s'agir des sequences qui sont 
naturellement responsables de Texpression du gene considere lorsque ces sequences 
sont susceptibles de fonctionner dans la cellule infectee. II peut egalement s'agir de 

10 sequences d'origine diflferente (responsables de Texpression d*autres proteines, ou 
meme synthetiques). Notamment, il peut s'agir de sequences promotrices de genes 
eucaryotes ou viraux. Par exemple, il peut s'agir de sequences promotrices issues du 
genome de la cellule que Ton desire infecter. De meme, il peut s*agir de sequences 
promotrices issues du genome d'un vims, y compris Tadenovirus utilise. A cet egard, 

15 on peut citer par exemple les promoteurs des genes El A, MLP, CMV, RSV, etc. En 
outre, ces sequences d'expression peuvent etre modifiees par addition de sequences 
deactivation, de regulation, etc. Par ailleurs, lorsque le gene insere ne comporte pas de 
sequences d'expression, il peut etre insere dans le genome du virus defectif en aval 
d'une telle sequence. 

20 Par ailleurs, la sequence d'ADN heterologue peut Egalement comporter, en 

particulier en amont du gene therapeutique, une sequence signal dirigeant le produit 
therapeutique synthetise dans les voies de secretion de la cellule cible. Cette sequence 
signal peut etre la sequence signal naturelle du produit therapeutique, mais il peut 
egalement s'agir de toute autre sequence signal fonctionnelle, ou d'une sequence signal 

25 artificielle. 

Comme indique ci-avant, les vecteurs de Tinvention possedent au moins Tun 
des genes E2, E4, L1-L5 non fonctionnel. Le gene viral considere peut etre rendu non 
fonctionnel par toute technique connue de Thomme du metier, et notamment par 
suppression, substitution, deletion, ou addition d*une ou plusieurs bases dans le ou les 
30 genes consideres. De telles modifications peuvent etre obtenues in vitro (sur de TADN 
isole) ou iiLsilU, par exemple, au moyen des techniques du genie genetique, ou encore 
par traitement au moyen d'agents mutagenes. 

Parmi les agents mutagenes, on peut citer par exemple les agents physiques 
tels que les rayonnements energ6tiques (rayons X, g, uhra violet, etc.), ou les agents 
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chimiques capables de reagir avec differents groupements fonctioimels des bases de 
I'ADN, et par exemple les agents alkylants [ethylmethane sulfonate (EMS), N-methyl- 
N'-nitro-N-nitrosoguanidine, N-nitroquinoleine-l-oxyde (NQO)], les agents 
bialkylants, les agents intercalants, etc. 
5 Par ddetion on entend au sens de I'invention toute suppression du gene 

considere. U peut s'agir notanmient de tout ou partie de la region codante dudit gene, 
et/ou de tout ou partie de la region promotrice de la transcription dudit gene. La 
suppression peut 6tre eflfectuee par digestion au moyen d'enzymes de restriction 
appropri^es, puis ligature, selon les techniques classiques de biologic moleculaire, ainsi 

10 qu'illustre dans les exemples. 

Les modifications genetiques peuvent egalement etre obtenues par disruption 
g6nique, par exemple selon le protocole initialement decrit par Rothstein [Meth. 
Enzymol. Ifil (1983) 202]. Dans ce cas, tout ou partie de la sequence codante est 
preferentiellement perturbee pour permettre le remplacement, par recombinaison 

15 homologue, de la sequence genomique par une sequence non fonctionnelle ou 
mutante. 

La ou lesdites modifications genetiques peuvent etre localisees dans la partie 
codante du gene concern^, ou en dehors de la region codante, et par exemple dans les 
regions responsables de I'expression et/ou de la regulation transcriptionelle desdits 

20 genes. Le caractere non fonctionnel desdits genes peut done se manifester par la 
production d'une proteine inactive en raison de modifications stnicturales ou 
■conformationelles, par I'absence de production, par la production d'une proteinee ayant 
une activite alteree, ou encore par la production de la proteme naturelle a un niveau 
attenue ou selon im mode de regulation desire. 

25 Par ailleurs, certaines alterations tclles que des mutations ponctuelles sont par 

nature capables d'etre corrigees ou attenuees par des mecanismes cellulaires. De telles 
alterations genetiques ont alors un interet limite au niveau industriel. II est done 
particulierement pref6re que le caractere non fonctionnel soit pariait«nent stable 
segregationellement et/ou non-reversible. . 

30 De preference, le gene est non fonctionnel en raison d'une deletion partielle 

ou totale. 

Preferentiellement, les adenovirus recombinants defectifs de I'invention sont 
depourvus de genes tardifs d'adenovirus. 

Un mode particulierement avantageux de I'invention consiste en un 
35 adenovirus recombinant d^fectif comprenant : 
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- les sequences ITR, 

- una sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d*ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E2. 

Un autre mode particulierement avantageux de Tinvention consiste en un 
adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d*ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 

Toujours dans un mode particulierement avantageux, les vecteurs de 
rinvention possedent en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d*un promoteur 
heterologue. Plus preferentiellement, les vecteurs possedent une partie du gene E3 
permettant Texpression de la proteine gpl9K. 

Les adenovirus recombinants d6fectifs selon invention peuvent etre prepares 
de diflferentes fa^ons. 

Une premiere methode consiste a transfecter FADN du virus recombinant 
defectif prepare in vitro (soit par ligature, soit sous forme de plasmide) dans une lignee 
cellulaire competente, c'est-a-dire portant en trans toutes les fonctions necessaires a la 
20 complementation du vims defectif. Ces fonctions sont preferentiellement integrees 
dans le genome de la cellule, ce qui permet d'eviter les risques de recombinaison, et 
confere une stabilite accrue a la lignee cellulaire. La preparation de telles lignees 
cellulaires est decrite dans les exemples. 

Une seconde approche consiste a co-transfecter dans une lignee cellulaire 
25 apppropriee TADN du vims recombinant defectif prepare in vitro (soit par ligature, 
soit sous forme de plasmide) et FADN d'un virus helper. Selon cette methode, il rfest 
pas n6cessaire de disposer d'une lign6e cellulaire competente capable de complementer 
toutes les fonctions defectives de Tadenovirus recombinant. Une partie de ces 
fonctions est en eflFet complementee par le virus helper. Ce vims helper doit lui-meme 
30 etre defectif et la lignee cellulaire porte en trans les fonctions necessaires a sa 
complementation. La preparation d'adenovirus recombinants defectifs de Tinvention 
selon cette methode est egalement illustree dans les exemples. 
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Parmi les Ugnees cellulaires utilisables dans le cadre de cette seconde 
approche, on peut citer notamment la lignee de rein embryonnaire humain 293, les 
cellules KB, les cellules Hela, MDCK, GHK, etc (Cf exemples). 

Ensuite, les vecteurs qui se sont multiplies sent recuperes, purifies et 
5 amplifies selon les techniques classiques de biologie moleculaire. 

La presente invention conceme done aussi les lignees cellulaires infectables 
par les adenovirus, comprenant, integrees dans leur genome, les fonctions necessaires 
a la complementation d*un adenovirus recombinant defectif tel que decrit 
precedemment. En particulier, elle conceme les lignees cellulaires comportant, 
10 integrees dans leur genome, les regions El et E2 (notamment la region codant pour la 
proteine 72K), et/ou E4 et/ou le gene du recepteur aux glucocorticoides. 
Preferentiellement, ces lignees sont obtenues a partie de la lignee 293 ou gm DBP6. 

La presente invention conceme egalement toute composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs adenovirus recombinants defectifs tels que decrits 
15 precedemment. Les compositions pharmaceutiques de Tinvention peuvent etre 
formulees en vue d*une administration par voie topique, orale, parenterale, intranasale, 
intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, transdermique, etc. 

Preferentiellement, la composition pharmaceutique contient des vehicules 
pharmaceutiquement acceptables pour une formulation injectable, II peut s'agir en 
20 particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure de 
sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), steriles, 
isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par addition 
selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la constitution de 
solutes injectables. 

25 Les doses de virus utilisees pour Tinjection peuvent etre adaptees en fonction 

de diflferents parametres, et notamment en fonction du mode d*administration utilise, 
de la pathologic concemee, du gene a exprimer, ou encore de la duree du traitement 
recherchee. D*une maniere generate, les adenovirus recombinants selon Tinvention sont 
formules et administres sous forme de doses comprises entre 10"^ et lO^^^ pfli/ml, et de 

30 preference 10^ a 10^^ pfii/ml. Le terme pfu ("plaque forming unit") correspond au 
pouvoir infectieux d'une solution de vims, et est determine par infection d'une culture 
cellulaire appropriee, et mesure, generalement apres 5 jours, du nombre de plages de 
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cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfii d'une solution virale 
sont bien documentees dans la litterature. 

Selon la sequence d'ADN heterologue inseree, les adenovirus de Tinvention 
peuvent etre utilises pour le traitement ou la prevention de nombreuses pathologies, 
5 incluant les maladies genetiques (dystrophie, fibrose cystique, etc), les maladies 
neurogegeneratives (alzheimer, parkinson, ALS, etc), les cancers, les pathologies liees 
aux desordres de la coagulation ou aux dyslipoproteinemies, les pathologies liees aux 
infections virales (hepatites, SID A, etc), etc. 

La presente invention sera plus completement decrite a Taide des exemples 
10 qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

Legende des fiynreii 

Figure 1 : Organisation genetique de Tadenovirus Ad5. La sequence complete de TAdS 
est disponible sur base de donnees et permet a Thomme du metier de selectionner ou 
de creer tout site de restriction, et ainsi d'isoler toute region du genome. 
15 Figure 2 : Carte de restriction de Tadenovirus CAV2 souche Manhattan (d'apres 
Spibey et al pr6cite). 

Figure 3 : Construction de virus defectifs de Finvention par ligature. 
Figure 4 : Construction dHm vims recombinant portant le gene E4. 
Figure 5 : Constmction d*un viras recombinant portant le gene E2. 
20 Figure 6 : Constmction et representation du plasmide pPY32. 
Figure 7 : Representation du plasmide pPY55. 
Figure 8 : Representation du plasmide p2. 

Figure 9 : Representation du plasmide intermediaire utilise pour la constmction du 
plasmide pITRL5-E4. 
25 Figure 10 : Representation du plasmide pITRL5-E4. 

Techniques generales de biologie molecuiaire 

Les methodes classiquement utilisees en biologie molecuiaire telles que les 
extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique en 
gradient de chlomre de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose ou d'acrylamide, la 
30 purification de fragments d'ADN par electroelution, les extraction de proteines au 
phenol ou au phenol-chloroforme, la precipitation d'ADN en milieu salin par de 
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Tethanol ou de Tisopropanol, la transformation dans Escherichia coli, etc ... sont bien 
connues de ITiomme de metier et sont abondament decrites dans la litterature [Maniatis 
T. et al., "Molecular Cloning, a Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold Spring Harbor, N.Y., 1982; Ausubel F.M. et al. (eds), "Current Protocols in 
5 Molecular Biology", John Wiley & Sons, New York, 1987]. 

Les plasmides de type pBR322, pUC et les phages de la serie M13 sont 
d'origine commerciale (Bethesda Research Laboratories). 

Pour les ligatures, les fragments d'ADN peuvent etre separes selon leur taille 
par electrophorese en gels d' agarose ou d'acrylamide, extraits au phenol ou par un 
10 melange phenol/chloroforme, precipites a Fethanol puis incubes en presence de TADN 
ligase du phage T4 (Biolabs) selon les recommandations du foumisseur. 

Le remplissage des extremites 5* proeminentes peut etre efTectue par le 
fragment de Klenow de I'ADN Polymerase I d'E. coli (Biolabs) selon les specifications 
du foumisseur. La destruction des extremites 3* proeminentes est effectuee en presence 
15 de TADN Polymerase du phage T4 (Biolabs) utilisee selon les recommandations du 
fabricant. La destruction des extremites 5' proeminentes est effectuee par un traitement 
menage par la nuclease SI. 

La mutagenese dirigee in vitro par oligodeoxynucleotides synthetiques peut 
etre effectuee selon la methode developpee par Taylor et al. [Nucleic Acids Res. 13 
20 (1985) 8749-8764] en utiUsant le kit distribue par Amersham. 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique dite de PCR 
[Eolymerase-catalyzed £hain Reaction, Saiki R.K. et al.. Science 22fi (1985) 1350- 
1354; Mullis K.B. et Faloona F.A., Metk Enzym. 155 (1987) 335-350] peut €tre 
eflfectu6e en utilisant un "DNA thermal cycler" (Perkin Elmer Cetus) selon les 
25 specifications du fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par la methode 
d6veloppee par Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 24 (1977) 5463-5467] en 
utilisant le kit distribue par Amersham. 

Lignees cellnlairi^^! uHUk^^^ 

30 Dans les exemples qui suivent, les lignees cellulaires suivantes ont ou peuvent 

etre utilisees : 

- Lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. Virol. 36 
(1977) 59). Cette lignee contient notamment, integree dans son genome, la partie 
gauche du genome de Tadenovirus humain Ad5 (12 %). 
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- Lignee de cellules humaines KB : Issue d*un carcinome epidermique humain, 
cette lignee est accessible a TATCC (ref. CCL17) ainsi que les conditions permettant 
sa culture, 

- Lignee de cellules humaines Hela : Issue d'un carcinome de Tepithelium 
5 humain, cette lignee est accessible a TATCC (ref. CCL2) ainsi que les conditions 

permettant sa culture. 

- Lignee de cellules canines MDCK : Les conditions de culture des cellules 
MDCK ont ete decrites notamment par Macatney et al.. Science 44 (1988) 9. 

- Lignee de cellules gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624). 
10 Cette lignee est constitute de cellules Hela portant le gene E2 d'adenovirus sous le 

controle du LTR de MMTV. 

EXEMPLES 

Cet exemple demontre la faisabilite d*un adenovirus recombinant depourvu de 
15 Fessentiel des genes viraux. Pour cela, une serie de mutants de deletion dans 
Tadenovirus a ete construite par ligation in vitro, et chacun de ces mutants a 6te co- 
transfecte avec un virus helper dans les cellules KB. Ces cellules ne permettant pas la 
propagation des vims defectifs pour El, la transcomplementation porte sur la region 
El. 

20 Les dififerents mutants de ddletion ont ete prepares a partir de Taddnovirus 

Ad5 par digestion puis ligation in vitro. Pour cela, TADN viral d'AdS est isol6 selon la 
technique decrite par Lipp et al. (J. Virol 63 (1989) 5133), soimiis a digestion en 
presence de difFerentes enzymes de restriction (Cf figure 3), puis le produit de la 
digestion est ligature en presence de T4 DNA ligase. La taille des dififerents mutants de 

25 deletion est ensuite controlee sur gel SDS agarose 0,8%. Ces mutants sont ensuite 
cartographies (Cf figure 3). Ces diflFerents mutants comportent les regions suivantes : 
mtl : Ligation entre les fi-agments d'AdS 0-20642(SauI) et (SauI)33797-35935 
mt2 : Ligation entre les fi^agments d'AdS 0-19549(NdeI) et (Ndel)3 1089-35935 
mt3 : Ligation entre les fi-agments d*Ad5 0-10754(AatII) et (AatII)25915-35935 

30 mt4 : Ligation entre les fi-agments d'AdS 0-1131 l(MluI) et (MluI)24392-35935 
mt5 : Ligation entre les fi-agments d'AdS 0-9462(SalI) et (XhoI)29791-35935 
mt6 : Ligation entre les fi-agments d'AdS 0-5788(XhoI) et (XhoI)29791-35935 
mt7 : Ligation entre les fi-agments d'AdS 0-3665(SphI) et (Sphl)3 1224-35935 



> 
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Chacun des mutants prepares ci-dessus a ete co-transfecte avec 1*ADN viral 
de Ad.RSVCGal (Stratford-Perricaudet et al,, J.Clin.Invest. 90 (1992) 626) dans les 
cellules KB, en presence de phosphate de calcium. Les cellules ont 6te recohees 8 
jours apres la transfection, et les sumageants de culture ont ete recoltes puis amplifies 
5 sur cellules KB jusqu'a Tobtention de stocks de 50 boites pour chaque transfection. A 
partir de chaque echantilion, TADN episomique a ete isole et sepiare sur gradient de 
chlorure de cesium. Deux bandes distinctes de virus ont ete observees dans chaque 
cas, pr61evees et analysees. La plus lourde correspond a TADN viral de Ad.RSVBGal, 
et la plus legere a FADN du vims recombinant genere par ligation (figure 3). Le titre 
10 obtenu pour cette demiere est d*environ 10^ pfu/ml. 

Une seconde serie de mutants de deletion dans Tadenovims a ete construite 
par ligation in vitro selon la meme methodologie. Ces difFerents mutants comportent 
les regions suivantes : 

mt8 : Ligation entre les fi-agments 0^623(ApaI) d'Ad RSVBGal et (Apal)31909. 
15 35935 d*Ad5. 

mt9 : Ligation entre les fi-agments 0-10178(BglII) d'Ad RSVBGal et (BamHI)21562- 
35935 d"Ad5. 

Ces mutants, portant le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du vims 
RSV, sont ensiute co-transfectes dans les cellules 293 en presence de TADN viral de 
20 H2dl808 (Weinberg et al., J. Virol. 57 (1986) 833), qui est delete de la region E4. 
Selon cette seconde technique, la transcomplementation porte sur E4 et non plus sur 
El. Cette technique permet ainsi de generer, comme decrit ci-dessus, des vims 
recombinants ne possedant comme gene viral que la region E4. 

Exemole 2 

25 Cet exemple decrit la preparation d'adenovirus recombinants defectifs selon 

rinvention par co-transfisction, avec un virus helper, de TADN du virus recombinant 

incorpore a un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de rAd5, la sequence 

d*encapsidation, le gene E4 sous controle de son propre promoteur et, comme gene 
30 heterologue, le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a ete 

constmit (figure 4). Ce plasmide, designe pE4Gal a ete obtenu par clonage et ligature 

des fi'agments suivants (voir figure 4) : 
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- fragment HindlH-SacII issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 
(1989) 2077). Ce fragment porte les sequences ITR de TAdS en tete a queue et la 
sequence d'encapsidation : fragment Hindlll (34920)-Sacn (352). 

- fragment de I'AdS compris entre les sites SacII (localise au niveau de la 
5 paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245); 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(Pb34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 

10 du LTR du virus RS V. 

- fragment Xbal (pb 40) - Ndel (pb 2379) du plasmide pSP 72; 

- fragment Ndel (pb 31089) - Hindin (pb 34930) de rAd5. Ce fragment 
localise dans Textremite droite du genome de rAd5 contient la region E4 sous controle 
de son propre promoteur. II a ete clone au niveau des sites Ndel (2379) du plasmide 

15 pSP 72 et Hindm du premier fragment. 

Ce plasmide a ete obtenu par clonage des differents fragments dans les 
regions indiquees du plasmide pSP 72. II est entendu que des fragments equivalents 
peuvent etre obtenus par Thomme du metier a partir d'autres sources. 

Le plasmide pE4Gal est ensuite co-transfect6 avec TADN du virus H2dl808 
20 dans les cellules 293 en presence de phosphate de calcium. Le virus recombinant est 
ensuite prepare comme decrit dans Texemple 1. Ce virus porte, comme seul gene viral, 
le gene E4 de rad6novirus'Ad5 (figure 4). Son genome a une taille de 12 kb environ, 
ce qui permet Tinsertion d'ADN h6terologue de tres grande taille 0«squ'a 20 kb). 
Ainsi, Thonmie du metier peut aisement remplacer le gene LacZ par tout autre gene 
25 therapeutique tels que ceux mentionnes plus haut. Par ailleurs, ce virus comporte 
certaines sequences issues du plasmide pSP 72, qui peuvent etre 6liminees par les 
techniques classiques de biologie moleculaires si ndcessaire. 

Exemnle3 

Cet exemple decrit la preparation d'un autre adenovirus recombinant defectif 
30 selon rinvention par co-transfection, avec un virus helper, de TADN du virus 
recombinant incorpore a un plasmide. 

Pour cela, un plasmide portant les ITR jointives de I'AdS, la sequence 
d*encapsidation, le gene E2 de rAd2 sous controle de son propre promoteur et, comme 
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gene heterologue, le gene LacZ sous controle du promoteur LTR du virus RSV a ete 
constniit (figure 5). Ce plasmide, designe pE2Gal a ete obtenu par clonage et ligature 
des fi-agments suivants (voir figure 5) : 

- fi-agment HSndm-SacII issu du plasmide pFG144 (Graham et al, EMBO J. 8 
5 (1989) 2077). Ce fi-agment porte les sequences ITR de I'AdS en tete a queue et la 

sequence d'encapsidatlon : fragment Hindm (34920)-Sacn (352). II a ete clone, avec 
le Augment suivant, au niveau des sites Hindm (16) - PstI (32) du plasmide pSP 72. 

- fragment de I'AdS compris entre les sites SacH (localise au niveau de la 
paire de bases 3827) et PstI (localise au niveau de la paire de bases 4245). Ce 

10 fragment a ete clon6 au niveau du site SacH du fragment precedent et du site PstI (32) 
du plasmide pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites PstI (pb 32) et Sail 

(pb34); 

- fragment Xhol-Xbal du plasmide pAdLTR GallX decrit dans Stratford- 
15 Perricaudet et al (JCI 90 (1992) 626). Ce fragment porte le gene LacZ sous controle 

du LTR du virus RSV. H a 6t6 clone au niveau des sites Sail (34) et Xbal du plasmide 
pSP 72. 

- fragment de pSP 72 (Promega) compris entre les sites Xbal (pb 34) et 
Bamm (pb 46); 

20 - fragment BamHI (pb 21606) - Smal (pb 27339) de l'Ad2. Ce fragment du 

genome de rAd2 contient la region E2 sous controle de son propre promoteur. II a ete 
-clon6 au niveau des sites BamHI (46) et EcoRV du plasmide pSP 72. 

- fi-agment EcoRV (pb 81) - Hindm (pb 16) du plasmide pSP 72. 

Ce plasmide a 6te obtenu par clonage des differents fragments dans les 
15 regions indiqu6es du plasmide pSP 72. II est entendu que des fragments equivalents 
peuvent etre obtenus par I'homme du m^ier k partir d'autres sources. 

Le pE2Gal plasmide est ensuite co-transfecte avec I'ADN du virus H2dl802 
depourvu de la region E2 (Rice et al. J. Virol. 56 (1985) 767) dans les cellules 293, en 
presence de phosphate de calcium. Le virus recombmant est ensuite prepare comme 
10 decrit dans I'exemple 1. Ce virus porte, comme seul gene viral, le gene E2 de 
I'ad^novirus Ad2 (figure 5). Son genome a une taille de 12 kb environ, ce qui permet 
I'insertion d'ADN heterologue de tres grande taille Ousqu'a 20 kb). Ainsi, I'homme du 
metier peut aisement remplacer le gene LacZ par tout autre gene therapeutique tels 
que ceux mentionn^s plus haut. Par aUleurs, ce virus comporte certaines sequences 



wo 95/02697 



PCT/FR94/00851 



17 

issues du plasmide intemiediaire, qui peuvent etre eliminees par les techniques 
classiques de biologic moleculaires si necessaire. 

Get exemple decrit la construction de lignees cellulaires complementantes 
5 pour les regions El, E2 et/ou E4 des adenovirus. Ces lignees permettent la 
construction d*adenovirus recombinants selon Tinvention deletes pour ces regions, sans 
avoir recours a un virus helper. Ces virus sont obtenus par recombinaison in vivo, et 
peuvent comporter des sequences heterologues importantes. 

Dans les lignees cellulaires decrites, les regions E2 et E4, potentiellement 

10 cytotoxiques, sont placees sous le controle d*un promoteur inductible : le LTR de 
MMTV (Pharmacia), qui est induit par la dexamethasone, soit natif, soit la forme 
minimale decrite dans PNAS 90 (1993) 5603; ou le systeme repressible par la 
tetracycline decrit par Gossen et Bujard (PNAS 89 (1992) 5547), II est entendu que 
d'autres promoteurs peuvent etre utilises, et notamment des variants du LTR de 

15 MMTV portant par exemple des regions heterologues de regulation (region 
"enhancer" notamment). Les lignees de invention ont et6 construites par transfection 
des cellules correspondantes, en presence de phosphate de calcium, par un fragment 
d'ADN portant les genes indiques (regions d'adenovirus et/ou gene du recepteur aux 
glucocorticoides) sous le controle d*un promoteur de la transcription et d'un 

20 terminateur (site de polyadenylation). Le terminateur peut etre soit le termmateur 
naturel du gene transfecte, soit un terminateur different comme par exemple le 
terminateur du messager precoce du virus SV40. Avantageusement, le fragment 
d'ADN porte egalement un gene permettant la selection des cellules transformees, et 
par exemple le gene de la resistance a la geneticine. Le gene de resistance peut 

25 egalement etre porte par un fragment d'ADN different, co-transfecte avec le premier. 

Apres transfection, les cellules tranformees sont selectionnees et leur ADN 
estvanalyse pour verifier Tintegration du fragment d'ADN dans le genome. 
Cette technique permet d'obtenir les lignees cellulaires suivantes : 

1. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 dAdS sous 
30 controle du LTR de MMTV; 

2. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV et le gene du recepteur aux glucocorticoides; 

3. Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV et la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 
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4, Cellules 293 possedant le gene de la 72K de la region E2 d'AdS sous 
controle du LTR de MMTV, la region E4 sous controle du LTR de MMTV, et le gene 
du recepteur aux glucocorticoYdes; 

5, Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV; 

5 6. Cellules 293 possedant la region E4 sous controle du LTR de MMTV et le 

gene du recepteur aux glucocorticoides; 

7. Cellules gm DBP6 possedant les regions El A et ElB sous controle de leur 
propre promoteur; 

8. Cellules gm DBP6 possedant les regions El A et ElB sous controle de leur 
10 propre promoteur et la region E4 sous controle du LTR de MMTV. 

Example 5 

Cet exemple decrit la preparation d*adenovirus recombinants defectifs selon 
rinvention dont le genome est delete des genes El, E3 et E4. Selon un mode 

15 avantageux de realisation, illustre dans cet exemple et dans Texemple 3 notamment, le 
genome des adenovirus recombinants de I'invention est modifie de sorte que les genes 
El et E4 au moins soient non-fonctionnels. De tels adenovirus possedent tout d'abord 
une capacite d'incorporation de genes heterologues importante. Par ailleurs, ces 
vecteurs presentent une securite elevee en raison de la deletion de la region E4, qui est 

20 impliquee dans la regulation de Texpression des genes tardifs, dans la stabilite des ARN 
nucleaires tardifs, dans I'extinction de Texpression des proteines de la cellule hdte et 
dans TeflBcacite de la replication de TADN viral. Ces vecteurs possedent done un bruit 
de fond de transcription et une expression de genes viraux tres reduits. Enfin, de 
maniere particulierement avantageuse, ces vecteurs peuvent fitre produits a des titres 

25 comparables aux adenovirus sauvages. 

Ces adenovirus ont ete prepares a partir du plasmide pPY55, portant la partie 
droite modifiee du genome de Tadenovirus Ad5, soit par co-transfection avec un 
plasmide helper (voir egalement exemples 1, 2 et 3), soit au moyen d'une lignee 
30 complementante (exemple 4). 

5. 1 Construction du plasmide pPY55 

a) Construction du plasmide pPY32 
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Le fragment Avrll-BcII du plasmide pFG144 [FX. Graham et al. EMBO J. 8 
(1989) 2077-2085], correspondant a Textr^mite droite du genome de Tadenovirus 
Ad5, a d'abord ete clone entre les sites Xbal et BamHI du vecteur pIC19H, prepare a 
partir d*un contexte dam-. Ceci genere le plasmide pPY23. Une caracteristique 
5 interessante du plasmide pPY23 est que le site Sail provenant du multisite de clonage 
du vecteur pIC19H reste unique et qu'il est localise a cote de Textremite droite du 
genome de Fadenovirus Ad5. Le fragment HaelH-Sall du plasmide pPY23 qui contient 
Textremite droite du genome de Tadenovirus Ad5, a partir du site HaelH localise en 
position 35614, a ensuite 6te clone entre les sites EcoRV et Xhol du vecteur pIC20H, 

10 ce qui genere le plasmide pPY29. Une caracteristique interessante de ce plasmide est 
que les sites Xbal et Clal provenant du multisite de clonage du vecteur pIC20H sont 
localises a cote de la jonction EcoRV/HaelU resultant du clonage. De plus cette 
jonction modifie le contexte nucleotidique immediatement adjacent au site Clal qui est 
maintenant devenu methylable dans un contexte dam+. Le fragment Xbal(30470)- 

15 Maen(32811) du genome de Tadenovirus Ad5 a ensuite ete clone entre les sites Xbal 
et Clal du plasmide pPY29 prepare a partir d'un contexte dam-, ce qui genere le 
plasmide pPY30. Le fragment SstI du plasmide pPY30, qui correspond a la sequence 
du genome de Tadenovims Ad5 du site SstI en position 30556 jusqu'a I'extremite 
droite a enfin ete clone entre les sites SstI du vecteur pIC20H, ce qui genere le 

20 plasmide pPY31, dont une carte de restriction de I'insert localise entre les sites Hindm 
est donnee a la Figure 6. 

Le plasmide pPY32 a ete obtenu apres digestion partielle du plasmide pPY31 
par Bgin, suivie d*une digestion totale par BamHI, puis religature. Le plasmide pPY32 
25 correspond done a la deletion du genome de Tadenovirus Ad5 situee entre le site 
BamHI du plasmide pPY31 et le site Bglll localise en position 30818. Une carte de 
restriction du fragment Hindlll du plasmide pPY32 est donnee a la Figure 6. Une 
caracteristique du plasmide pPY32 est qu*il possede des sites SaU et Xbal uniques. 

30 b) Construction du plasmide pPY47 

Le fragment BamHI(21562)-XbaI(28592) du genome de Tadenovirus Ad5 a 
tout d*abord ete clone entre les sites BamHI et Xbal du vecteur plC19H prepare a 
partir d'un contexte dam-, ce qui genere le plasmide pPY17. Ce plasmide contient 
done un fragment Hindlll (26328)-BglII(28133) du genome de I'adenovirus Ad5, qui 

35 peut etre clone entre les sites Hindlll et Bglll du vecteur pIC20R, pour generer le 
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plasmide pPY34. Une caracteristique de ce plasmide est que le site BamHI provenant 
du multisite de clonage est localise a proximite immediate du site Hindin(26328) du 
genome de Tadenovims Ad5. 

5 Le fragment BamHI (21562)-Hindin(26328) du genome de Tadenovirus Ad5 

provenant du plasmide pPY17 a ensuite ete clone entre les sites BamHI et HindEI du 
plasmide pPY34, ce qui genere le plasmide pPY3 9. Le fragment BamHI-Xbal du 
plasmide pPY39 prepare a partir d'un contexte dam-, contenant la partie du genome de 
Tadenovirus Ad5 comprise entre les sites BamHI(21562) et Bgin(28133), a ensuite ete 
10 clone entre les sites BamHI et Xbal du vecteur pIC19H prepare a partir d'un contexte 
dam-. Ceci genere le plasmide pPY47 dont une caracteristique interessante est que le 
site Sail provenant du multisite de clonage est localise a proximite du site Hindin 
(figure 7). 

c) Construction du plasmide pPY55 

Le fragment Sall-Xbal du plasmide pPY47 prepare a partir d*un contexte 
dam-, et qui contient la partie du genome de Tadenovirus Ad5 allant du site 
BamHI(21562) jusqu'au site Bgin(28133), a 6te clone entre les sites Sail et Xbal du 
plasmide pPY32, ce qui genere le plasmide pPY55. Ce plasmide est directement 
utilisable pour Tobtention d'ad^novirus recombinants au moins deletes pour la region 
E3 (deletion entre les sites Bgin localises aux positions 28133 et 30818 du genome de 
I'adenovims Ad5) et pour la region E4 dans son integralite (del6tion entre les sites 
Maen(3281 1) et Haem(35614) du genome de I'adenovims Ad5 (figure 7). 

25 5.2 Preparation des adenovirus comprenant au moins une deletion dans la 

region E4, et, de preference, au moins dans les regions El et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper E4 dans les cellules 
293 

30 Le principe repose sur la transcomplementation entre un "mini-virus" (virus 

helper) exprimant la region E4 et un virus recombinant delete au moins pour E3 et E4. 
Ces virus sont obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombinaison in vivo, selon 
les strategies suivantes : 
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(i) L'ADN du vims Ad-dl324 (Thimmappaya et al., Cell 31 (1982) 543) et le 
plasmide pPY55, tous deux digeres par BamHI, sont d'abord ligatures in vitro, puis 
cotransfectes avec le plasmide pEAGal (decrit dans Texemple 2) dans les cellules 293. 

(ii) UADN du virus Ad-dl324 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 dig6re 
5 par BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pE4Gal, dans les cellules 293. 

(iii) UADN de I'adenovirus Ad5 et le plasmide pPY55, tous deux digeres par 
BamHI, sont ligatures puis cotransfectes avec le plasmide pE4Gal dans les cellules 
293. 

(iv) L'ADN de I'adenovirus Ad5 digere par EcoRI et le plasmide pPY55 
10 digere par BamHI sont cotransfectes avec le pEAGal dans les cellules 293. 

Les strategies (i) et (ii) permettent de generer un adenovirus recombinant 
delete pour les regions El, E3 et E4; les strategies (iii) et (iv) permettent de generer un 
adenovirus recombinant delete pour les regions E3 et E4. Bien entendu, TADN d*un 
15 virus recombinant delete pour la region El mais exprimant un transgene quelconque 
peut 6tre utilise a la place de TADN du virus Ad-dl324 selon les strategies (i) ou (ii), 
dans le but de generer un virus recombinant delete pour les regions El, E3 et E4 et 
exprimant ledit transgene. 

20 b) Preparation au moyen de lignees cellulaires transcomplementant les fonctions 

El et E4 

Le prindpe repose ici sur le fait qu*une lignee cellulaire derivee d*une lignee 
exprimant la region EI, par exemple la lignee 293, et exprimant egalement au moins les 
phases ouvertes ORF6 et OKF6/7 de la region E4 de Tadenovirus Ad5 sous controle d'un 
25 promoteur, par exemple inductible, est capable de transcomplementer a la fois pour les 
regions El et E4 de Tadenovirus Ad5, De telles lignees ont 6te decrites dans Texemple 4. 

Un vims recombinant delate pour les regions El, E3 et E4 peut done etre obtenu 
par ligation in vitro ou par recombinaison in vivo selon les protocoles decrits ci-dessus. 

30 Quelque soit le protocole utilise pour generer les virus deletes au moins pour la region E4, 
un efFet cytopathique (indiquant la production de virus recombinants) a ete observe apres 
transfection dans les cellules utilisees. Les cellules ont ensuite ete recoltees, disruptees par 
trois cycles de congelation-decongelation dans leur sumageant, puis centrifiigees a 4000 
rpm pendant 10 minutes. Le sumageant ainsi obtenu a ensuite ete amplifie sur culture 

35 cellulaire fraiche (cellules 293 pour les protocoles a) et cellules 293 exprimant la region E4 
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pour le protocole b)). Les virus ont alors ete purifies a partir de plages et leur ADN est 
analyse selon la methode de Hirt (precite). Des stocks de vims sont ensuite prepares sur 
gradient de chlorure de cesium. 

5 

Cet exemple decrit la preparation d*adenovirus recombinants defectifs selon 
rinvention dont le genome est delete des genes El, E3, L5 et E4. Ces vecteurs sont 
particulierement avantageux puisque la region L5 code pour la fibre, qui est une 
proteine extrement toxique pour la cellule. 
10 Ces adenovirus ont ete prepares a partir du plasmide p2, portant la partie 

droite modifiee du genome de Tadenovirus Ad5, par co-transfection avec differents 
plasmides helper. lis peuvent egalement etre prepares au moyen d'une lignee 
complementante. 

15 6.1 Construction du plasmide p2 

Ce plasmide contient toute la region droite du genome de Fadenovirus Ad5, a 
partir du site BamHI (21562), de laquelle a ete delete le firagment compris entre les 
sites Xbal (28592) et AvrH (35463), portant les genes E3, L5 et E4. Le plasmide p2 a 
ete obtenu par clonage et ligature des fragments suivants dans le plasmide pIC19R 

20 linearise par BamHI et dephosphoryle (voir figure 8) : 

- fi-agment du genome de Tadenovirus Ad5 compris entre les sites BamHI 
(21562) et Xbal (28592)^ et 

- extremite droite du genome de Tadenovirus Ad5 (contenant ITTR droite), a 
partir du site AvrH (35463), jusqu'au site Bell (compatible BamHI). 

25 

6.2. Construction d*un plasmide helper (pITRL5-E4) portant le gene L5 
Le plasmide helper pITRL5-E4 apporte en trans les genes E4 et L5. II 
correspond au plasmide pE4GaI decrit dans Texemple 2, contenant en plus la region L5 
codant pour la fibre sous controle du promoteur MLP de Tadenovirus Ad2. ,Le 
30 plasmide pITRL5-E4 a ete construit de la maniere suivante (figures 9 et 10) : 

Un oligonucleotide de 58 pb contenant, dans le sens 5-3*, un site Hindm, 
TATG de la fibre et la sequence codante de la fibre jusqu'au site Ndel en position 
31089 du genome de I'adenovirus Ad5 a ete synthetis6. La sequence de cet 
oligonucleotide est donnee ci-dessous, dans Torientation 5-3' : 

35 
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AAGCTTATGAAGCGCGCAAGACCGTCTGAAGATACCTTCAACCCCGTGTAT CCATATrt 

Les sites HindHI, en 5', et Ndel, en 3*, sont soulignes en simple, I'ATG de la fibre est 
souligne en double. 

Un fi-agment Sspl-Hindm contenant la sequence du promoteur MLP suivie 
du tripartite leader de I'adenovirus Ad2 a ete isole a partir du plasmide pMLPlO 
(Ballay et al.. (1987) UCLA Symposia on molecular and cellular biology. New series. 
Vol 70, Robinson et al (Eds) New-York, 481). Ce fragment a 6te insure avec 
I'oligonucleotide de 58 pb d^crit ci-dessus entre les sites Ndel et EcoRV du plasmide 
pIC19R, pour donner un plasmide intennediaire (voir figure 9). Le fragment SacH 
(rendu blunt)-NdeI du plasmide pE4GaI (exemple 2) a ensuite ete introduit dans le 
plasmide intennediaire entre les sites Sspl et Nddel pour generer le plasmide pITRLS- 
E4 (figure 10). 



Preparation des adenovirus recombinants defectifs comprenant une 
deletion dans les regions El, E3, L5 et E4. 

a) Preparation par co-transfection avec un virus helper dans les cellules 293 
Le principe repose sur la transcomplementation entre un "mini-virus" (virus 
20 helper) exprimant la region L5 ou les regions E4 et L5 et un virus recombinant delete 
au moins pour E3, E4 et L5. 

Ces virus ont 6t6 obtenus soit par ligature in vitro, soit apres recombmaison in 
vivo, selon les strategies suivantes : 

(i) L'ADN du virus Ad-dl324 (Thimmappaya et al., CeU 31 (1982) 543) et le 
25 plasmide/p2, tous deux digeres par BamHI, ont tout d'abord 6t6 ligatures in vitro, puis 

cotransfect6s avec le plasmide helper pITRL5-E4 (exemple 6.2.) dans les ceUules 293. 

(ii) L'ADN du virus Ad-dl324 dig6r6 par EcoRI et le plasmide p2 dig6r6 par 
BamHI sont contranfectes, avec le plasmide pITRL5-E4, dans les ceUules 293. 

(iii) L'ADN de I'adenovirus Ad5 et le plasmide p2, tous deux digeres par 
Bamm, sont ligatures puis cotransfect6s avec le plasmide pITRL5-E4 dans les ceUules 



30 



293. 



Civ) L'ADN de I'adenovirus AdS digere par EcoRI et le plasmide p2 digere 
par Bamm sont cotransfectes avec le pITRL5-E4 dans les cellules 293. 



r 



wo 95/02697 

24 

Les strategies (i) et (ii) permettent de generer un adenovirus recombinant 
delete pour les regions El, E3, L5 et E4; les strategies (iii) et (iv) permettent de 
generer un adenovirus recombinant delete pour les regions E3, L5 et E4. Bien 
entendu, TADN d*un virus recombinant delete pour la region El mais exprimant un 
5 transgene quelconque peut etre utilise a la place de TADN du virus Ad-dl324 selon les 
strategies (i) ou (ii), dans le but de generer un virus recombinant delete pour les 
regions El, E3, L5 et E4 et exprimant ledit transgene. 

Les protocoles decrits ci-dessus peuvent egalement etre mis en oeuvre avec un 
10 virus helper ne portant que la region L5, en utilisant une lignee cellulaire capable 
d'exprimer les regions El et E4 de Tadenovirus, telle que decrite dans I'exemple 4. 

Par ailleurs, il est egalement possible d*utiliser une lignee complementante capable 
d*exprimer les regions El, E4 et L5, de fafon a s'aflfranchir totalement de Temploi d*un 
virus helper, 

15 Apres la transfection, les virus produits sont recuperes, amplifies et purifies dans 

les conditions decrites dans Texemple 5. 
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REVENDICATIONS 

1 . Adenovirus recombinant defectif comprenant : 

- les sequences ITR, 

- una sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d*ADN heterologue, 
et dans lequel le gene El et au moins un des genes E2, E4, L1-L5 est non fonctionnel. 

2. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il est d'origine 
humaine, animale, ou mixte. 

3. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
d'origine humaine sont choisis parmi ceux classes dans le groupe C, de preference 
parmi les adenovirus de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5). 

4. Adenovirus selon la revendication 2 caracterise en ce que les adenovirus 
d*origine animale sont choisis parmi les adenovirus d'origine canine, bovine, murine, 
ovine, porcine, aviaire et simienne. 

15 5. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce 

que les genes El et E4 au moins sont non-fonctionnels, 

6. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce 
•qu'il est depourvu de genes tardifs. 

7. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu*il comprend : 
20 . - les sequences ITR, 

- une sequence permettant Tencapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region port ant le gene ou une partie du gene E2. 

8. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce qu'il comprend : 
25 . les sequences ITR, 

- une sequence permettant I'encapsidation, 

- une sequence d'ADN heterologue, et 

- une region portant le gene ou une partie du gene E4. 
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9. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3 et E4. 

10. Adenovirus selon la revendication 1 caracterise en ce que son genome est 
delete des genes El, E3, L5 et E4. 

11. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
qu'il comprend en outre un gene E3 fonctionnel sous controle d'un promoteur 
hdterologue. 

12. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comporte un ou plusieurs genes therapeutiques 
et/ou un ou plusieurs genes codant pour des peptides antigeniques. 

13. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est choisi parmi les genes codant pour des enzymes, des derives 
sanguins, des hormones, des lymphokines (interleukines, interferons, TNF, etc), des 
facteurs de croissance, dies neurotransmetteurs ou leurs precurseurs ou enzymes de 
synthase, dies facteurs trophiques (BDInIF. CNTF, NGF, IGF, GMF, aPGF, bFGF, 
NT3, NTS, etc), des apoUpoproteines (ApoAI, ApoAIV, ApoE, etc), la dystrophine 
ou une minidystrophine, des genes suppresseurs de tumeurs ou des genes codant pour 
des facteurs impliques dans la coagulation (Facteurs Vn, Vm, IX, etc). 

14. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene 
therapeutique est un gene ou une sequence antisens, dont I'expression dans la cellule 
cible permet de controler I'expression de genes ou la transcription d'AKNm cellulaires. 

15. Adenovirus selon la revendication 12 caracterise en ce que le gene code 
pour un peptide antigenique capable de g^n^rer chez I'homme une reponse immunitaire 
contre des microorganismes ou des virus. 

16. Adenovirus selon la revendication 15 caracterise en ce que le gene code 
pour un peptide antigenique specifique du virus d'epstein barr, du virus fflV, du virus 
de I'hepatite B, du virus de la pseudo-rage, ou encore specifique de tumeurs. 

17. Adenovirus selon I'une des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend egalement des sequences permettant 
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I'expression du gene therapeutique et/ou du gene codant pour le peptide antigenique 
dans la cellule infectee, 

18. Adenovirus selon Tune des revendications precedentes caracterise en ce 
que la sequence d'ADN heterologue comprend, en amont du gene therapeutique, une 

5 sequence signal dirigeant le produit therapeutique synthetise dans les voles de 
secretion de la cellule cible. 

19. Lignee cellulaire infectable par un adenovirus comprenant, integrees dans 
son genome, les fonctions necessaires a la complementation d*un adenovirus 
recombinant defectif selon Tune des revendications 1 a 18. 

1^ 20. Lignee cellulaire selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'elle 

comporte dans son genome au moins les genes El et E2 d'un adenovirus. 

21. Lignee cellulaire selon la revendication 20 caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre le gene E4 d*un adenovirus. 

22. Lignee cellulaire selon la revendication 19 caracterisee en ce qu'elle 
15 comporte dans son genome au moins les genes El et E4 d'un adenovirus. 

23. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 22 caracterisee en ce qu'elle 
comporte en outre le gene du recepteur aux glucocorticoYdes. 

24. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 23 catacterisee en ce que 
les genes E2 et E4 sont places sous le controle d'un promoteur mductible. 

25. Lignee cellulaire selon la revendication 24 caracterisee en ce que le 
promoteur inductible est le promoteur LTR de MMTV. 

26. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 25 catacterisee en ce que le 
gene E2 code pour la proteine 72K. 

27. Lignee cellulaire selon les revendications 19 a 26 catacterisee en ce qu'elle 
25 est obtenue a partir de la lignee 293 . 

28. Composition pharmaceutique comprenant au moins un adenovirus 
recombinant defectif selon Tune des revendications 1 a 18. 
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29. Composition pharmaceutique selon la revendication 28 comprenant un 
adenovirus recombinant selon Tune des revendications 5 a 10. 

30. Composition pharmaceutique selon les revendications 28 ou 29 
comprenant un vehicule pharmaceutiquement acceptable pour une formulation 
injectable. 
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